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1 Einleitung und Thematik 
1.1 Neuronale Stammzellen 
Stammzellen finden sich in allen bisher untersuchten Geweben (National Institutes of 
Health 2000), wenn auch in geringer Anzahl. Stammzellen sind dabei als Zellen definiert, 
die als besondere Eigenschaften neben Proliferation und Selbsterneuerung auch die 
Differenzierung in funktionelle Zellen des jeweiligen Organs umfassen (Hall & Watt 
1989; Weissman 2000). Diese Eigenschaften werden oftmals mit dem Begriff der 
Stammzell-Potenz beschrieben, der eine Klassifikation der Stammzellen erlaubt:  
Die Zygote ist als einzige Stammzelle totipotent, d. h. sie kann einen vollständigen, neuen 
Organismus hervorbringen. Während der nächsten Furchungsteilungen der Zygote 
entstehen aus dieser im nächsten Schritt pluripotente embryonale Stammzellen der 
Blastozyste, die zwar noch alle Zelltypen des Organismus hervorbringen können, jedoch 
nicht mehr den Gesamtorganismus. In der weiteren Entwicklung entstehen aus den 
embryonalen Stammzellen die multipotenten Stammzellen, die nicht nur im Embryo 
sondern auch als adulte Stammzellen über die gesamte Lebensspanne im Körper 
persistieren. Die multipotente Stammzelle kann zumindest alle Zelltypen des jeweiligen 
Keimblattes hervorbringen. Aus der multipotenten Stammzelle entstehen 
Progenitorzellen des jeweiligen Gewebes, die nur noch limitierte Fähigkeiten zur 
Selbsterneuerung besitzen, jedoch im weiteren Verlauf derart festgelegt sind, dass sie 
viele Eigenschaften der differenzierten Zielzelle aufweisen, ohne voll funktionsfähig zu 
sein. Erst die daraus entstandene, terminal differenzierte Zelle kann alle Funktionen der 
spezifischen Gewebeaufgaben erfüllen (Gage 2000; Gage 2002; Rakic 2002) (Abb. 1-1).  
Im Hinblick auf das Zentralnervensystem entstehen aus den embryonalen Stammzellen 
des Neuroektoderms im werdenden Gehirn und Rückenmark neuronale Progenitorzellen, 
die eine der drei Zelllinien des Hirngewebes1, nämlich Neuronen, Astrozyten und 
Oligodendrozyten, hervorbringen können (McKay 1997). Im Gegensatz zur früheren 
Lehrmeinung (Ramón y Cajal 1909) ist seit einiger Zeit bekannt, dass auch in bestimmten 
Regionen des erwachsenen Säugetier-Gehirns (Altman & Das 1965) und somit auch in 
dem des Menschen (Eriksson et al. 1998) zeitlebens neue Zellen entstehen, die sich zu 
Nervenzellen, Astroglia und Oligoglia entwickeln können.  
 
 
                                                 
1 Nach der gegenwärtigen Lehrmeinung ist die Mikroglia nicht ektodermalen Ursprungs, sondern aus dem 
Mesoderm in das Gehirn eingewandert. 
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Abb. 1-1: Differenzierungswege neuronaler Stammzellen. Das Schema verdeutlicht die Eigenschaften 
neuronaler Stammzellen wie Proliferation, Selbsterneuerung und Fähigkeit zur Differenzierung in 
Gehirnzellen (modifiziert nach Gage 2000). 
 
Adulte neuronale Stammzellen konnten aus mehreren Regionen des erwachsenen 
Säugerhirns isoliert werden. Die Regionen mit spontaner Neurogenese bis ins hohe 
Erwachsenenalter umfassen den Hippokampus und die sich entlang den Seitenventrikeln 
erstreckende Subventrikulärzone (Gage 2000; Okano 2002; Ostenfeld & Svendsen 2003). 
Vor der Subventrikulärzone wandern die neuronalen Stammzellen entlang des Rostralen 
Migrationstraktes bis in den Bulbus olfaktorius, wo sie differenzieren (Alvarez-Buylla & 
Garcia-Verdugo 2002). Die differenzierten neuronalen Stammzellen scheinen sich in 
Hippokampus und Bulbus olfaktorius in funktionelle Neuronenkreise zu integrieren und 
elektrisch aktiv zu sein (van Praag et al. 2002; Wernig et al. 2004).  
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Im Gegensatz zu anderen Stammzelltypen können neuronale Stammzellen nicht über 
einen spezifischen Zellmarker definiert werden, da ein solcher bisher nicht eindeutig 
identifiziert werden konnte. Obwohl einige Proteine als Kandidaten für einen solchen 
Marker beschrieben wurden, darunter Nestin (Lendahl et al. 1990), Musashi-1 (Keyoung 
et al. 2001), Mcm2 (Maslov et al. 2004) und GFAP (Doetsch et al. 1999), konnte keiner 
dieser Marker jedoch alle neuronalen Stammzellen umfassen. Nur jeweilige 
Subfraktionen der Zellen exprimieren diese Kandidatenmarker zu einem bestimmten 
Zeitpunkt ihrer Differenzierung. 
Ebenfalls keine Grundlage der neuronalen Stammzelldefinition bot der Herkunftsort der 
Zellen, da es gelungen ist, aus Stammzellen des Knochenmarks (Mezey et al. 2000), der 
Nabelschnur (Sanchez-Ramos 2002) und anderer Organe (Ostenfeld & Svendsen 2003) 
Zellen mit neuronalem Phänotyp zu erzeugen. Es ist allerdings unbekannt, welche 
Signalwege in der Zelle aktiviert oder unterdrückt sein müssen, damit neuronale 
Stammzellen einerseits ihre Stammzelleigenschaften beibehalten können oder 
andererseits zu Gehirnzellen differenzieren.  
Neuronale Stammzellen, die aus dem Gehirn isoliert wurden, lassen sich lange Zeit in 
Kultur expandieren, ohne dass sie ihre Fähigkeiten zur Proliferation, Selbsterneuerung 
und Differenzierung verlieren (Reynolds & Weiss 1992). Dadurch ist es möglich, eine 
grosse Anzahl von Zellen zu gewinnen, die in einer definierten Umgebung bestimmten 
experimentellen Zuständen ausgesetzt werden können.  
Obwohl die physiologische Bedeutung der neuronalen Stammzellen für Altern, Lernen 
und Kognition bislang nicht vollständig geklärt sind, nähren gleichzeitig diese Befunde 
die Hoffnung auf einen therapeutischen Einsatz neuronaler Stammzellen für zahlreiche 
Erkrankungen des Nervensystems (Kempermann et al. 1998; Lie et al. 2004). Das 
weitreichende Potenzial dieser Zellen eröffnete die Diskussion um eine therapeutische 
Anwendung bei zahlreichen neurodegenerativen (z. B. bei M. Alzheimer und M. 
Parkinson), zerebrovaskulären (z. B. beim Schlaganfall) und entwicklungsbedingten 
Erkrankungen des Gehirns (Brüstle & McKay 1996; Abe 2000), da sie ihre Stammzell-
Eigenschaften fast über die gesamte Lebensspanne eines Menschen behalten können 
(Johansson et al. 1999a; Johansson et al. 1999b; Temple 2001; Alison et al. 2002; Galli et 
al. 2003).  
 
Martin H. Maurer: Proteomanalyse neuronaler Stammzellen 
 6
1.2 Proteomanalyse und molekulare Screeningmethoden 
Zur Untersuchung von Zell- und Gewebeeigenschaften wurden in den letzten Jahren 
Hochdurchsatzmethoden entwickelt, mit denen die Zusammensetzung des untersuchten 
Gewebes auf DNA-, RNA- oder Proteinebene bestimmt werden kann. In Analogie zu den 
Begriffen Genom, das die Gesamtheit der Gene bezeichnet, sowie Transkriptom, das die 
Gesamtheit der zum Genom gehörigen Transkripte umfasst, beschreibt der Begriff 
Proteom komplementär zum Genom die Gesamtheit der Proteine. (Wasinger et al. 1995)  
Das Proteom kann sich auf den Satz an jeweiligen Proteinen in einer Zelle, einem Organ 
oder dem gesamten Organismus beziehen. Die Untersuchung des Proteoms, "Proteomics" 
genannt, ist jedoch umfassender und enthält nicht nur die Untersuchung der Proteine in 
einem gegebenen Kompartiment, sondern auch deren Isoformen und Modifikationen 
sowie Informationen über deren Struktur und Interaktionen (Tyers & Mann 2003). 
Während das Genom über die gesamte Lebenszeit eines Individuums relativ konstant 
bleibt, ist ein Charakteristikum des Proteoms, dass es einer konstanten Veränderung als 
Reaktion auf Umgebungseinflüsse auf die Proteinsynthese unterliegt. Einflussfaktoren 
sind dabei hauptsächlich posttranslationale Modifikationen wie z. B. Phosphorylierung, 
Glykosylierung, Addition von Kohlenwasserstoff-Seitenketten (Methylierung und 
Azetylierung), proteolytische Spaltung, Sulfatierung und zahlreiche weitere biochemische 
Reaktionen. (Mann & Jensen 2003) Folglich repräsentierten die Daten einer 
Proteomanalyse nur einen Auschnitt aus dem Muster der gesamten Proteinexpression zu 
einem bestimmten Zeitpunkt und unter bestimmten Umgebungsbedingungen. 
Die Proteomanalyse als Technik zur Untersuchung des Proteoms bietet die Möglichkeit, 
sehr viele Proteine gleichzeitig zu erfassen und deren Expressionsverhalten zu 
beschreiben. Dadurch wird es möglich, durch Veränderungen in Zusammensetzung und 
Menge der einzelnen Proteine biologische Vorgänge auf Proteinebene abzubilden.  
Als eines der gängigsten Verfahren der Proteomanalyse hat sich die zweidimensionale 
Gelelektrophorese in Kombination mit der Massenspektrometrie etabliert (Abb. 1-2). 
Hierbei wird ein Proteingemisch zunächst in der ersten Dimension nach dem 
isoelektrischen Punkt aufgetrennt. Die Proteine wandern in einem Gelstreifen mit 
immobilisiertem pH-Gradienten unter elektrischer Spannung an den Ort, an dem sie nach 
aussen elektrisch neutral geladen sind. Dieser Gelstreifen wird auf ein Polyacrylamid-Gel 
aufgesetzt und die Proteine werden in der zweiten Dimension nach ihrem 
Molekulargewicht getrennt. In den 20 x 20 cm2 grossen Gelen werden anschliessend die 
Proteine durch eine Silberfärbung visualisiert. Die Gele werden mit einem Gelscanner 
digitalisiert und mit einem speziellen Bildanalyseprogramm für zweidimensionale Gele 
ausgewertet. Dabei werden die Proteinspots in den verschiedenen Gelen einander 
zugeordnet und nach entsprechender Eichung quantifiziert. Die Daten werden durch 
statistische Verfahren verglichen. Mit der zweidimensionalen Gel-Elektrophorese 
aufgefundene Proteine werden aus dem Gel ausgestanzt und durch Massenspektrometrie 
und Datenbankabgleich identifiziert. 
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Abb. 1-2: Schema der zweidimensionalen Gelelektrophorese. Links: Durch die Isoelektrische Fokussierung 
werden die Proteine in der ersten Dimension nach dem pH-Wert aufgetrennt, an dem sie nach aussen 
elektrisch neutral geladen sind. In der zweiten Dimension erfolgt eine Auftrennung nach Molekulargewicht. 
Rechts: Nach Visualisierung der Proteinspots durch Silberfärbung erfolgt die computergestützte 
Auswertung mittels Spezialsoftware, an die sich Verfahren zum quantitativen Vergleich der 
Versuchsgruppen anschliessen (modifiziert nach Maurer 2004b; Maurer et al. 2004b). 
 
Im Zusammenhang der funktionellen Genomanalyse stellen die Proteomics-Ansätze eine 
Ergänzung zu zahlreichen anderen experimentellen Vorgehensweisen dar, die u. a. auf (i) 
der Genexpressionsprofilierung durch die Microarray-Technologie, (ii) der 
systematischen Phänotypanalyse von Zellen und Organismen ("Phenomics") durch 
strukturelle, ultrastrukturelle und funktionelle Untersuchungen sowie (iii) der 
systematischen Molekulargenetik durch Mutationsanalyse und RNA-Interferenz beruhen 
(Tyers & Mann 2003). Hinzu kommt, dass ein Gen und die zugehörige mRNA für mehr 
als ein Protein kodieren können. Zum Beispiel kodiert beim Menschen ein Gen im 
Durchschnitt für mehr als zehn Proteinisoformen (Kim et al. 2004). Obwohl keine 
Zweifel daran bestehen, dass die DNA-, RNA- und Protein-Welten eng zusammenhängen 
und interagieren, haben zahlreiche Untersuchungen nur eine eingeschränkte Korrelation 
zwischen Transkriptom- und Proteomdaten gefunden (Anderson & Seilhamer 1997; Link 
et al. 1997; Gygi et al. 1999; Lee et al. 2003). Neben der technischen Variabilität der 
Methode tragen insbesondere biologische Gegebenheiten wie die molekulare 
Halbwertzeit, Synthese- und Abbauraten, Mutationen, Reaktionskinetiken, 
Veränderungen der Mikroumgebung, Zellzyklus, pathologische Veränderungen sowie 
multi- und epigenetische Einflüsse zu den sich ständig verändernden 
Konzentrationsverhältnissen von RNA und Protein bei, die die Diskrepanz erklären 
können (Humphery-Smith et al. 1997). Aus diesen Gründen kann die Proteomanalyse als 
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zusätzliches und ergänzendes Werkzeug zu anderen molekularen Screeningmethoden 
gesehen werden, die als Methoden der explorativen Datenanalyse das Differential 
Display, Nukleinsäure-Mikroarrays, Expressed Sequence Tags (EST), 
Hybridisierungsexperimente, chromosomale Linkagestudien sowie die 
Nukleinsäuresequenzierung umfassen.  
Im Prinzip haben sich zwei Felder der Proteomanalyse entwickelt, jeweils mit eigenen 
Vor- und Nachteilen. Diese beiden Felder werden als "Proteinprofilierung" und 
"Funktionelle Proteomanalyse" gruppiert (Choudhary & Grant 2004). Die 
Proteinprofilierung beschreibt dabei die Zusammensetzung des Proteoms einer 
biologischen Probe, die einen Organismus, ein Organ, eine Zelle oder sogar einen 
Zellorganelle umfassen kann. Die Proteine in dem gegebenen Kompartiment werden 
dabei aufgelistet und beschrieben. Zusätzlich werden bei der Proteinprofilierung auch 
Daten über eine differentielle Proteinexpression unter bestimmten experimentellen 
Bedingungen oder zwischen verschiedenem Probenmaterial verglichen werden. Im 
Gegensatz dazu untersucht die funktionelle Proteomanalyse Proteinaktivitäten, 
Proteininteraktionen und posttranslationale Modifikationen. Obwohl keine strenge 
Trennungslinie zwischen beiden Ansätzen besteht, wird die Proteinprofilierung oft als 
deskriptiv und von geringerer biologischer Bedeutung bezeichnet. Dabei wird ausser 
Acht gelassen, dass das systematische Katalogisieren der in einer Probe vorhandenen 
Proteine die Grundlage zum Generieren neuer Hypothesen für weitere Untersuchungen 
bildet. Zum anderen benötigt die funktionelle Proteomanalyse die Kenntnis welche 
Proteine in einer biologischen Probe vorhanden sind, um deren Interaktionen und 
Veränderungen zu beschreiben. In diesem Zusammenhang verstehe ich die 
Proteomanalyse als wertvolles zusätzliches Werkzeug und als Ergänzung neben anderen 
biologischen experimentellen Ansätzen, um die Komplexität der Natur zu beschreiben.  
Im allgemeinen kann die Proteomanalyse dazu eingesetzt werden, um (1) genomische 
Sequenzen zu validieren, (2) neue Proteine zu identifizieren, (3) stimulierende oder 
inhibierende regulatorische Elemente auf Proteinebene zu charakterisieren, (4) 
posttranslationale Modifikationen zu detektieren, (5) die Expressionsmuster einer grossen 
Anzahl von Proteinen gleichzeitig zu untersuchen, (6) Proteine aufzureinigen, (7) 
immunogene Proteine zu isolieren (z. B. zur Antikörperherstellung), (8) 
Wirkmechanismen und Toxizität von Medikamenten zu untersuchen und (9) 
Ansatzstellen und Wirkmechanismen für Medikamente zu bestimmen. (O'Connor et al. 
2000) In den Neurowissenschaften findet die Proteomanalyse ihren Eingang in der Suche 
und Beschreibung von Biomarkern, die die komplexen Zusammenhänge und Abläufe im 
Gehirn beschreiben und erklären sollen. Bisherige Untersuchungen fanden sich in 
zahlreichen Gebieten der Neurowissenschaften, u. a. im Bereich Lernen und Gedächtnis, 
Trauma, Ischämie, Suchtforschung, neurodegenerativen Erkrankungen, Polyglutamin-
Repeat-Erkrankungen, Depession, Angststörungen, Bipolaren Erkrankugen, Epilepsie 
und Hirntumoren (Rohlff 2000; Morrison et al. 2002; Kim et al. 2004).  
Im Hinblick auf die Neurowissenschaften muss der komplexe Charakter neurologischer 
Erkrankungen besonders beachtet werden. Die Ätiologie und Pathogenese vieler 
Erkrankungen des Zentralnervensystems sind auf molekularer Ebene nicht sehr gut 
definiert. Bei der Untersuchung neurologischer Erkrankungen auf der Proteinebene 
müssen deshalb bestimmte Einschränkungen beachtet werden: Die Proteinexpression 
kann gering sein und es dadurch schwierig oder sogar unmöglich machen, die relevanten 
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Proteine aufzufinden. Proteininteraktionen sowie Signal- und Stoffwechselwege sind oft 
nicht in ihrem vollen Umfang beschrieben. Die Erkrankungen selbst basieren vielleicht 
gar nicht auf einem definierbaren Protein als molekulare Ursache. Zum Beispiel sind die 
pathogenetischen Komponenten der Alzheimerschen Erkrankung bekannt, jedoch ist die 
Kontroverse über Ursache und Wirkung der beteiligten Partner nicht gelöst. Für die 
Schizophrenie werden zum Beispiel sehr viele Kandidaten für molekulare Marker 
beschrieben, jedoch ist deren Wechselwirkung unbekannt. 
Die Proteomanalyse könnte neue Pforten öffnen, um neue Biomarker zu finden bzw. die 
Interaktionen der am Krankheitsprozess beteiligten Proteine zu definieren. Aller 
Voraussicht nach werden in den kommenden Jahren zahlreiche weitere Proteomstudien 
auf dem Gebiet der Neurowissenschaften dazu beitragen, neue physiologische und  
pathophysiologische Konzepte zu entwickeln, neue diagnostische und prognostische 
Marker zu beschreiben und neue therapeutische Strategien zu validieren (Abb. 1-3). 
 
Abb. 1-3: Seit seiner Einführung in die wissenschaftliche Literatur im Jahr 1995 erlebte der Begriff 
"Proteom" eine ungeheure Zunahme in den PubMed-Einträgen. Während die relative Zunahme aller 
PubMed-Einträge jährlich etwa um 3-5% beträgt (blaue Quadrate), steigt die Zahl der Einträge mit dem 
Begriff "Proteom" (inkl. aller Wort-Ableitungen) exponentiell (rote Kreise). Bereits im Jahre 2003 tauchte 
er in über 2300 Publikationen auf, was ungefähr 0,4% aller PubMed-Einträge des Jahres entspricht 
(modifiziert nach Maurer 2004a). 
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1.3 Ziele und Fragestellung 
Obwohl die Methoden der Proteomanalyse in zahlreichen Studien mit neurologischen 
Fragestellungen angewendet wurden (Rohlff 2000; Morrison et al. 2002; Lubec et al. 
2003; Choudhary & Grant 2004; Marcus et al. 2004), wurden adulte neuronale 
Stammzellen bislang nicht einer tiefgreifenden Proteomanalyse unterzogen. Andereseits 
liegen mehrere Untersuchungen vor, die das Genexpressionsmuster neuronaler 
Stammzellen mittels Microarray-Technologie untersucht haben (Ivanova et al. 2002; 
Ramalho-Santos et al. 2002; Li & Akashi 2003). Zusätzlich ist die Definition adulter 
neuronaler Stammzellen aufgrund fehlender allgemein akzeptierter Stammzellmarker für 
diese Zellen nicht einheitlich. Die Proteomanalyse ermöglicht damit eine 
Stammzelldefinition, die sich auf das gesamte Proteinexpressionsmuster bezieht (Unwin 
et al. 2003). 
 
Ziele der vorliegenden Arbeit waren deshalb,  
1. ein Proteininventar adulter neuronaler Stammzellen zu erstellen, die aus den 
neurogenen Zonen des Rattenhirns isoliert wurden, nämlich aus Hippokampus, 
Subventrikulärzone und Bulbus olfaktorius; 
2. die so entstandene Proteomdatenbank über das Internet zugänglich zu machen und 
damit grundlegende Vergleichsmöglichkeiten des Proteoms neuronaler Stammzellen mit 
anderen (Stamm-) Zelltypen zu erhalten; 
3. die globalen Veränderungen auf Proteinebene zu charakterisieren, die bei 
Differenzerungsvorgängen adulter neuronaler Stammzellen in vitro auftreten; 
4. bestimmte Eigenschaften der Stammzellen im Hinblick auf ihre Überlebens- und 
Proliferationsfähigkeit sowie bestimmte Signalwege zu untersuchen; 
5. statistische und grafische Werkzeuge bereitzustellen, die zu einer weiteren 
Standardisierung der Proteomanalyse beitragen sollen. 
Martin H. Maurer: Proteomanalyse neuronaler Stammzellen 
 11
2 Material und Methoden 
2.1 Neuronale Stammzellen 
2.1.1 Isolierung und Kultur neuronaler Stammzellen aus dem 
Rattenhirn 
Männliche Wistar-Ratten wurden im Alter von 4-6 Wochen durch eine kurze 
Isoflurannarkose betäubt und dekapitiert. Das Versuchsprotokoll wurde durch die für den 
Tierschutz zuständige Behörde (Regierungspräsidium Karlsruhe) genehmigt und 
entspricht dem deutschen Tierschutzgesetz.  
Primärkulturen von Rattenneurosphären wurden wie bereits beschrieben gewonnen 
(Maurer et al. 2003b; Maurer et al. 2003c; Maurer et al. 2004a). Dazu wurden den 
Versuchstieren das Gehirn entnommen und in 50 ml eiskalter phosphatgepufferter 
Lösung nach Dulbecco (DPBS) supplementiert mit 4,5 g/l Glukose (DPBS/Glc) 
gewaschen. Die neurogenen Zonen des Gehirns, der Hippokampus, die 
Subventrikulärzone und der Bulbus olfaktorius wurden präparativ dargestellt, disseziert 
und in 10 ml DPBS/Glc gewaschen. Die Gewebestücken wurden für 5 min bei 4 °C und 
1600 g zentrifugiert. Nach Entfernung des Überstandes wurde das Gewebe mit Messer 
und Schere mechanisch zerkleinert. Die Gewebestückchen wurden wiederum in 
DPBS/Glc für 5 min bei 800 g gewaschen und das Pellet für den enzymatischen Verdau 
in 0,01% (w/v) Papain, 0,1% (w/v) Dispase II (neutrale Protease), 0,01% (w/v) DNase I 
und 12,4 mM Mangansulfat in balancierter Salzlösung nach Hanks (HBSS) resuspendiert. 
Nach Triturieren mit Plastikpipetten wurde das Gewebe für 40 min bei 25 °C inkubiert, 
wobei alle 10 min die Lösung durch Invertieren gut durchmischt wurde. Nach einer 
Zentrifugation von 5 min bei 4 °C und 800 g wurde das Pellet drei Mal in 10 ml 
modifiziertem Eagle-Medium nach Dulbecco/F-12-Medium nach Ham supplementiert 
mit 2 mM L-Glutamin, 100 I.E./ml Penicillin und 100 I.E./ml Streptomycin. Das Pellet 
wurde dann in 1 ml Neurobasal-Medium supplementiert mit B27 (Invitrogen, Carlsbad, 
CA, USA), 2 mM L-Glutamin, 100 I.E./ml Penicillin und 100 I.E./ml Streptomycin, 20 
ng/ml Epidermalem Wachtumsfaktor (EGF), 20 ng/ml basischem Fibroblasten-
Wachstumsfaktor (FGF-2) und 2 µg/ml Heparin resuspendiert. Einzelzellen wurden unter 
Sterilbedingungen in 6-schaligen Kulturgefäßen in einer Konzentration von 25.000 – 
100.000 Zellen ausgesät. Die Kulturschalen wurden bei 37 °C in 5% CO2 inkubiert. Das 
Zellkulturmedium wurde etwa einmal pro Woche gewechselt, wobei etwa zwei Drittel 
des Volumens erneuert wurde. 
2.1.2 Protokoll zur Differenzierung in vitro  
Die kultivierten neuronalen Stammzellen wurden durch ein durch uns entwickeltes 
Protokoll in vitro differenziert (Maurer et al. 2004a). Dazu wurden 2% (w/v) 
Kälberserum dem Medium zugesetzt und die Mitogene Epidermaler Wachtumsfaktor 
(EGF) und basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF-2) entzogen. Die Zellen 
wurden daraufhin für weitere 48 h in Kultur gehalten. 
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2.2 Proteomanalyse 
Zur Proteomanalyse wurden die Proteine der neuronalen Stammzellen und der in vitro 
differenzierten Zellen nach einer Detergenz-Lyse durch zweidimensionale 
Gelelektrophorese aufgetrennt. Dabei werden die Protein in der ersten Dimension 
isoelektrisch fokussiert und in der zweiten Dimension nach ihrer Molekülmasse 
aufgetrennt. Die Proteinspots der Gele wurden durch Massenspektrometrie und 
Gelvergleich identifiziert. Durch software-gestützte Analyse wurden die Proteinmuster 
miteinander verglichen. 
2.2.1 Probenaufbereitung: Zelllysate 
Wir haben ein spezielles Protokoll entwickelt, mit dem aus Zellkulturen ein Extrakt mit 
hohem Proteingehalt gewonnen werden kann. Dazu wurden die neuronalen Stammzellen 
nach 5 Passagen zu je etwa 14 Tagen bzw. die in vitro differenzierten Zellen nach 
nochmals 48 h unter den Bedingungen des Differenzierungsprotokolls aus dem 
Zellkulturmedium entfernt und drei Mal in einem Puffer bestehend aus 300 mosmol/l 
Tris-HCl-Saccharose, pH 7.4 gewaschen und bei 800 g für 5 min sedimentiert. Das Pellet 
wurde in einem Puffer bestehend aus 7 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 4% (w/v) 3-[(3-
Cholamidoproplyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat (CHAPS; Sigma, München), 
0,5% (v/v) Triton X-100, 0,5% (v/v) IPG-Puffer pH 3-10 (Amersham Biosciences, 
Uppsala, Schweden), 100 mM Dithiothreitol (DTT) und 0,156% Complete-
Proteaseinhibitor (Roche, Mannheim) für 1 h bei 25 °C auf einem Orbitalschüttler 
inkubiert. Das Lysat wurde dann bei 21.000 g für 30 min zentrifugiert und die 
Proteinkonzentration im Überstand mit dem Bradford-Assay gemessen. (Bradford 1976; 
Ramagli 1999)  
2.2.2 Erste Dimension: Isoelektrische Fokussierung (IEF) 
Die zweidimensionale Gelelektrophorese wurde nach Standardprotokollen durchgeführt. 
(Görg et al. 2000; Berkelman & Stenstedt 2002) Dazu wurden 250 µg (5-10 µL) des 
Zelllysats in Rehydrierungslösung bestehend aus 6 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 2 % 
(w/v) CHAPS, 0,5% (v/v) IPG-Puffer pH 3-10 und einigen Körnchen Bromphenolblau in 
einem Gesamtvolumen von 350 µl gelöst. Die Proben wurden auf 18 cm lange 
Gradientengele mit einem immobilisierten pH-Gradienten im Bereich von pH 3 bis pH 10 
aufgetragen und mit dem Gerät IPGphor (Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden) 
isoelektrisch fokussiert. Die getrockneten Gelstreifen wurden zunächst 12 h bei 30 V 
rehydriert, um störende Salze zu entfernen und das Eindringen der Proteine in das Gel zu 
erleichtern. Dann wurden Spannungen von 200 V, 500 V und 1000 V für jeweils 1 h 
angelegt. In einem letzten Schritt wurde die Spannung auf 8000 V in 30 min erhöht und 
bei 8000 V für 12 h konstant gehalten. Daraus resultierte eine gesamte Volt-Stunden-Zahl 
von 100.300 Vh.  
2.2.3 Zweite Dimension: Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) 
Für die denaturierende Gelelektrophorese der zweiten Dimension müssen die 
isoelektrisch fokussierten Proteine in ein anderes Puffersystem überführt werden, wobei 
Schwefelbrücken entfernt werden und die Proteine alkyliert werden. Dazu werden die 
Gelstreifen der ersten Dimension für jeweils 20 min in einem SDS-Äquilibrierungspuffer 
bestehend aus 50 mM Tris-HCl, pH 8.8, 6 M Harnstoff, 30% (v/v) Glycerol, 2% (w/v) 
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Natriumdodezylsulfat (SDS), ein paar Körnchen Bromphenolblau und (i) zuerst in 1% 
(w/v) Dithiothreitol (DTT) und (ii) dann in 2,5% (w/v) Iodazetamid inkubiert. In der 
zweiten Dimension wurden die Proteine aus den Gelstreifen auf 20 x 18 x 0.2 cm3 große 
12,5%-ige Polyacrylamid-Gele in Gegenwart von 0,1% Natriumdodezylsulfat (SDS) 
durch Anlegen einer Stromstärke von 30 mA für 30 min übertragen und bei 100 mA für 
etwa 4 h mit einem wassergekühlten Elektrophoreseapparat (OWL, Woburn, MA, 
USA)nach ihrer Molekülmasse aufgetrennt. 
2.2.4 Silberfärbung der Proteine in den Gelen 
Das hier vorgestellt Färbeprotokoll ist schnell, erlaubt eine dauerhafte Darstellung der 
Proteinspots und ist kompatibel mit der Massenspektrometrie. Zur Darstellung der 
Proteine in den Gelen wurden diese mit einem ultrasensitiven Silberfärbeprotokoll 
angefärbt, das noch Proteinmengen von 1 ng detektieren kann. (Blum et al. 1987) Dazu 
werden die Proteine in den Gelen über Nacht in 40% (v/v) Methanol und 10% (v/v) 
Azeton fixiert. Nach dreimaligem Waschen in 30% (v/v) Ethanol für jeweils 20 min 
wurden die Gele in 0,02% (w/v) Natriumthiosulfat imprägniert. Nach kurzen Spülen in 
destilliertem Wasser wurden die Gele in 0,2% Silbernitrat für 20 min gefärbt. Wiederum 
nach kurzem Waschen in destilliertem Wasser wurden die Farbreaktionen mit 3% (w/v) 
Natriumkarbonat, 0,05% (v/v) Formol (37% Formaldehyd) und 0,0005% (w/v) 
Natriumthiosulfat entwickelt. Nach dreimaligem Waschen in destilliertem Wasser wurde 
die Reaktion durch Zugabe von 0,5% (w/v) Glyzin gestoppt. Die Gele wurden bei 4 °C in 
20% (w/v) Ammoniumsulfat gelagert. 
2.2.5 Digitale Bildanalyse 
Die Gele der zweiten Dimension wurden nach der Silberfärbung mit einem Desktop-
Scanner digitalisiert und mit speziellen 2D-Analyseprogrammen, der Progenesis 
Workstation Software (PerkinElmer Life & Analytical Sciences, Cambridge, UK) sowie 
der Phoretix 2D Advanced v6.01c Software (Nonlinear Dynamics, Newcastle-upon-Tyne, 
UK) ausgewertet. Mit Hilfe der Programme ließen sich die einzelnen Proteinspots im Gel 
detektieren und in den individuellen Gelen einander zuordnen. Dadurch lassen sich ihre 
relativen Expressionsstärken erfassen. Ebenso ist es möglich, Molekulargewicht und pH-
Wert abzuschätzen und Proteinisoformen zu erkennen. 
2.2.5.1 Dreidimensionale Repräsentation von Proteinspots aus 2D-Gelen 
Die Quantifizierung von Proteom-Messdaten für jeden einzelnen Proteinspot ist die 
Voraussetzung zum Vergleich der Expressionstärke eines Proteins in zwei Datensätzen 
(z. B. Kontrolle vs. Experiment). Zur Quantifizierung der Expressionstärke von 
Proteinspots in 2D-Gelen ziehen die meisten Auswerteprogramme (Tab. XXX) besondere 
Parameter wie z. B. Fläche, Optische Dichte, Relative Optische Dichte, Volumen und 
Relatives Volumen heran (zur Übersicht und mathematischen Definition s. (Appel et al. 
1997) und (Seillier-Moiseiwitsch et al. 2002)).  
Fast alle verfügbaren Programme verwenden das Spotvolumen als Maß für die 
Expressionstärke und zum Vergleich zwischen verschiedenen Spots in verschiedenen 
Gelen. Der Begriff "Spotvolumen" ist hierbei definiert als das Integral der Pixelintensität 
über der Spotfläche (Appel et al. 1997; Seillier-Moiseiwitsch et al. 2002). Das 
Spotvolumen erlaubt hierbei einen quantitativen Vergleich von Expressionstärken im 
Rahmen des dynamischen Bereichs des jeweiligen Proteinfärbeprotokolls. In den meisten 
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Auswerteprogrammen ist allerdings kein Algorithmus implementiert, der eine 
dreidimensionale Darstellung des Spotvolumens erlaubt, nur sehr teure und grosse 
Programme bieten diese Option an. Eine dreidimensionale Darstellung erlaubt nicht nur 
eine Visualisierung der Expressionstärke eines Proteins und ihre Veränderung (Abb. 2-1, 
links), sondern auch eine erheblich einfachere Detektion der Spotgrenzen (Abb. 2-1, 
rechts).  
 
Abb. 2-1: Dreidimensionale Rekonstruktion zweidimensionaler Geldaten. Links: Visualisierung der 
Expressionsstärken als Spotvolumina definiert als Optische Dichte über der Spotfläche. Rechts: Erleichterte 
computer-gestützte Detektion von Spotgrenzen (modifiziert nach Maurer 2004b). 
 
Der Autor hat hierzu eine Methode entwickelt, die es erlaubt, mit frei aus dem Internet 
verfügbaren Programmen bzw. weithin zugänglichen Programmen dreidimensionale 
Darstellung von 2D-Proteinspots zu erstellen. Digitalisierte Bilder der 2D-Gele werden 
im Bitmap-Format (BMP) gespeichert und zu ASCII-Textdateien konvertiert, indem die 
Bilder im Betrachterprogramm Scion Image 4.0.2-beta für Microsoft Windows 
(http://www.scioncorp.com) als Textdatei exportiert werden. Dieses Programm basiert 
auf dem Bildauswerteprogramm NIH Image (http://rsb.info.nih.gov/nih-image).  
Die Textdatei enthält eine Matrix der entsprechenden Grauwerte jedes Pixels, die den 
Optischen Dichten entsprechen. Diese Matrix kann in jedes 
Tabellenkalkulationsprogramm (z. B. Microsoft Excel, Microcal Origin) importiert 
werden, das eine Oberflächendarstellung erlaubt. Bei den genannten Programmen sind 
aus Softwaregründen allerdings nur Matrizen mit 255 Eingabespalten erlaubt, wobei die 
Anzahl der Reihen nicht limitiert ist. Die Matrix wird durch die Oberflächenfunktion 
dargestellt (im Microsoft Excel: Einfügen > Diagramm > Diagrammtyp: Oberfläche; in 
Microcal Origin: Bearbeiten > Umwandeln in Matrix > Direkt, Plot3D > 3D-Oberfläche). 
Aus analytischen Gründen und zur besseren Darstellung und Manipulierbarkeit der Daten 
habe ich mit Micrografx Picture Publisher 7.0 für Microsoft Windows synthetische 
Gelbilder erstellt (Abb. 2-1). 
2.2.5.2 Gel-basierte Spotzuordnungsverfahren (Gel matching) 
Wir verwendeten gel-basierte Spotzuordnungsverfahren (Gel matching), um 
Proteinisoformen zu identifizieren, um Proteinspots aus verschiedenen Gelen einander 
zuzuordnen und um unsere Ergebnisse mit bereits publizierten Proteomreferenzkarten für 
das Maus- und Rattenhirn (Gauss et al. 1999; Tsugita et al. 2000) zu vergleichen.  
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Für die Spotzuordnung verwendeten wir geometrische Algorithmen (Garrels 1989; Appel 
et al. 1997; Mahon & Dupree 2001), die auf einer Prozedur beruhen, die Polynomiales 
Image-Warping heißt. Dazu werden in einem ersten Schritt mehrere Landmarken als 
Kontrollpunkte auf einem Referenzgel festgelegt. In unserem Fall wählten wir im Mittel 
5 Spots, mindestens jedoch 2, die durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie identifiziert 
sein mußten, in der direkten Nachbarschaft des interessierenden Spots aus. Im zweiten 
Schritt wurden diese Landmarken im experimentellen Gelbild identifiziert, das mit dem 
Referenzgel verglichen werden soll. Im dritten Schritt werden Transformationsvektoren 
berechnet, die durch eine Transformationsfunktion beschrieben werden können, die 
einem gegebenen Punkt (x,y) im Experimentgel einen Punkt ( u(x,y), v(x,y) ) im 
Referenzgel zuordnet: 
 
 (x,y) → [ u(x,y), v(x,y) ]       (Gleichung 1)
 
Im vierten und letzten Schritt werden jetzt die beiden polynomialen Funktionen u und v 
durch die Methode der kleinsten Fehlerquadrate bestimmt, um die Distanz zwischen den 
Punkten im Experiment- und Referenzgel zu minimieren.  






























0 0         (Gleichung 3) 
 
wobei aij und bij als Polynomialkoeffizienten bestimmt werden müssen.  
 
Durch Anwendung dieser Algorithmen konnten wir Proteinspots mit Hilfe der Software 
zuordnen und die Bedeutung der gel-basierten Spotzuordnungsverfahren definieren, um 
verschiedene publizierte Proteomreferenzkarten und –datenbanken miteinander 
vergleichbar zu machen.  
2.2.6 Datenauswertung 
Die Auswertesoftware für 2D-Gele erlaubt das Erstellen von Tabellen mit den Daten für 
die relative Expressionsstärke eines Proteinspots. Konkordante Proteinspots, die in den 
Versuchsgruppen „undifferenzierte neuronale Stammzellen“ und „in vitro differenzierte 
neuronale Stammzellen“ einander zugeordnet werden konnten, wurden durch statistische 
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Tests miteinander verglichen. Hierbei verglichen wir Mittelwerte ± 
Standardabweichungen aus jeweils 6 Gelen pro Gruppe, die wir als technische Replikate 
anfertigten. Wir verglichen die Daten mit einem ungepaarten t-Test nach Student, wobei 
wir das Signifikanzniveau auf P < 0,05 festlegten.  
2.2.7 Proteinidentifikation durch Massenspektrometrie 
Proteinspots wurden durch Massenspektrometrie und Gelzuordnung identifiziert. Die 
Massenspektrometrie, die Aufnahme der Spektraldaten sowie der Datenbankabgleich der 
resultierenden Massenspektren wurden durch Dr. Christian Hunzinger, Fa. Proteosys AG, 
Mainz, durchgeführt. Dazu wurden Proteinspots aus dem Gel ausgeschnitten und nach 
einem Standardprotokoll entfärbt. (Shevchenko et al. 1996) Der peptische Verdau der 
Proteine erfolgte durch Trypsin (Promega, Madison, WI, USA) wie beschrieben. 
(Shevchenko et al. 1996) Für die MALDI-TOF-Massenspektrometrie wurde 1 µl der 
Peptidlösung auf eine spezielle Metallplatte pipettiert (SCOUT-MTP 384, Bruker-
Daltonics, Bremen, Germany) und wurde an Luft trocknen gelassen. Dazu wurde 1 µl der 
10 mg/ml α-Cyano-4-hydroxyzimtsäure in 50% Azetonitril und 0,1% Trifluoressigsäure 
enthaltenden Matrixlösung zu der getrockneten Probe gegeben und wiederum 
luftgetrocknet. Die Massenspektren der Peptide wurden dann mit einem Bruker Autoflex 
MALDI-TOF (Bruker-Daltonics, Bremen, Germany) im Reflektron-Modus erhoben. Die 
resultierenden Massenspektren der Peptidfragmente wurden mit den Datenbanken 
GenBank des NCBI, Swiss-Prot und TrEMBL durch den Mascot-Suchalgorithmus 
(http://www.matrixscience.com) abgeglichen (Perkins et al. 1999).  
2.3 Immunzytochemie 
Einige Tropfen Zellkulturmedium, die Neurosphären und Einzelzellen enthielten, wurden 
auf einen Glasobjektträger plaziert und mit einem Deckgläschen überschichtet bei -80 °C 
eingefroren. Zur Zellfärbung wurden die Deckgläschen rasch entfernt und die 
Objektträger für 10 min in 4% Paraformaldehyd in PBS, pH 7.4, mit 0,2% Tween-20 
(PBST) gestellt, um die Zellen zu fixieren.  
Die Objektträger wurden dann in 5% Milchpulver in TBST überführt, um unspezifische 
Antikörperbindungen abzublocken. Die Objektträger wurden dann mit dem 
Erstantikörper über Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Am nächsten 
Tag wurden die Objektträger dreimal für 5 min in TBST gewaschen und mit einem 
geeigneten Zweitantikörper (z. B. Cy3-konjugiertes IgG, 1:200, Jackson 
ImmunoResearch, West Grove, PA, USA) für 3 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 
dreimaligem Waschen mit TBST wurden die Zellkerne mit Propidiumiodid (Sigma, 
München) oder 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI, 1:5,000, Molecular Probes, 
Eugene, OR, USA) für 5 min gegengefärbt. Die Objektträger wurden in einem 
fluoprotektiven Medium eingebettet (Osborn & Weber 1982) und bei 4 °C bis zum 
Betrachten im Fluoreszenzmikroskop aufbewahrt.  
Zellzahlen pro Objektträger wurden mit der MCID Elite Software, Version 7.0 
(ImagingResearch, St. Cathrines, Ontario, Canada) und einer Digitalkamera (CoolSnap 
cf, Roper Scientific, Tucson, AZ, USA) aufgenommen, die an ein Fluoreszenzmikroskop 
angeschlossen war (Leica Microsystems, Bensheim). Konfokale Mikroskopbilder wurden 
an einem Leica Confocal Microscope TCS SP II (Leica Microsystems, Bensheim) 
aufgenommen. 
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2.4 Identifikation von Zellmarkern durch Reverse Transkription 
und Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR).  
Um Zellen auch auf mRNA-Ebene komplementär zur Proteinebene identifizieren zu 
können, haben wir spezifische Zellmarker für neuronale Stammzellen, Neurone und 
Astrozyten durch Reverse Transkription und Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
nachgewiesen.  
Zunächst wurde mRNA aus den kultivierten neuronalen Stammzellen und den in vitro 
differenzierten Zellen gewonnen, wobei wir das RNeasy-Extraktionskit einsetzten und 
das Herstellerprotokoll verwendeten (Qiagen, Hilden). Die RNA-Konzentration wurde 
photometrisch bestimmt, die Qualität der RNA durch Agarose-Gelelektrophorese 
beurteilt und die Proben bei -80 °C gelagert.  
Die Reverse Transkription erfolgte durch das SuperscriptII-Kit (Invitrogen-Life 
Technologies, Carlsbad, CA, USA). Zur Amplifikation der cDNA-Transkripte wurden 
PCRR-Reaktionen angesetzt mit den spezifischen Primern für Nestin 5'-
AGGAAGAAGCTGCAGCAGAG-3' und 5'-TTCACCTGCTTGGGCTCTAT-3', das 
Gliale Fibrilläre Saure Protein GFAP 5'-ATTCTTTGCCTCGGGATCTT-3' und 5'-
CCCAGCTGGTTAGAACTGGA-3', und die Neuronen-spezifische Enolase NSE 5'-
AGGGTCAGCAGGAGACTTGA-3' und 5'-GGCAAGGATGCCACTAATGT-3'. Die 
Reaktionsparameter waren dabei: initiale Denaturierung für 5 min bei 94 °C, 40 Zyklen 
zu je 30 s Denaturation bei 94 °C, 50 s Annealing bei 55 °C, 60 s Extension bei 72 °C, 
und eine finale Extension bei 72 °C für 5 min.  
2.5 Western blotting 
Das Western blotting wurde im wesentlichen wie bereits beschrieben durchgeführt. 
(Ausubel et al. 1995; Westermeier 2001) Dazu wurden Proteinextrakte der neuronalen 
Stammzellen bzw. der in vitro differenzierten Zellen im Probenpuffer nach Lämmli, der 
aus 2% (w/v) Natriumdodezylsulfat (SDS), 10% (v/v) Glycerol, 100 mM Dithiothreitol, 
60 mM Tris-HCl, pH 6.8, 0,001% Bromphenolblau und 5% 2-Mercaptoethanol bestand. 
Die Proteine wurden in 12% Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt und auf Nitrozellulose-
Membrane durch Semi-dry blotting übertragen. Unspezifische Epitope auf den 
Membranen wurden mit Seablock (Pierce, Rockford, IL) für 1 h maskiert. Die 
Membranen wurden über Nacht bei 4 °C mit dem Erstantikörper in TBST bestehend aus 
60 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl, pH 7.5 und 0,1% (v/v) Tween-20 inkubiert. Die 
Erstantikörper waren gerichtet gegen Neurofilament-70 (1:5.000; Chemicon, Temecula, 
CA), Tubulin ß-III (1:5.000; Endkonzentration 9.6 µg/ml; Sigma, München), GFAP 
(1:7.500; Endkonzentration 1.86 µg/ml; BD Biosciences, Heidelberg), und Nestin 
(1:5.000; Endkonzentration 0.5 µg/ml; BD Biosciences, Heidelberg). Am nächsten Tag 
wurden die Membranen drei Mal 5 min in TBST gewaschen und für 2 h mit dem 
Zweitantikörper, der 1:20.000 in TBST verdünnt war, inkubiert. Bei dem Zweitantikörper 
handelte es sich um einen Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten IgG-Antikörper (Dianova, 
Hamburg). Die Signale wurden mit dem SuperSignal-Chemilumineszenz-Substrat 
(Pierce, Rockford, IL) auf einem Röntgenfilm nach einer Exposition von etwa 30 s 
entwickelt.  
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3 Ergebnisse und Diskussion 
3.1 Methodische Beiträge zur Proteomforschung 
3.1.1 Dreidimensionale Rekonstruktion zweidimensionaler 
Gelstrukturen 
Die dreidimensionale Wiedergabe zweidimensionaler Proteinspots ist ein wichtiges 
Werkzeug, um auf einfache Weise Veränderungen des Expressionsniveaus darstellen zu 
können. Diese Option steht z. Zt. nur in sehr grossen und teuren Softwarepaketen zur 
Verfügung. Der vom Autor entwickelte Algorithmus erlaubt eine grosse Verbreitung der 
Anwendung, da die beschriebene Software entweder frei im Internet zur Verfügung steht, 
oder aber in die meisten Textverarbeitungs-/Tabellenkalulationsprogramme integriert ist. 
Obwohl die 3D-Darstellung ein gutes Werkzeug ist, Expressionsveränderungen 
darzustellen, sollte dennoch beachtet werden, dass sie kein Werkzeug im eigentlichen 
Quantifizierungsprozess ist, der sich allein nach der Pixelintensität im gewählten 
Spotbereich richtet. Andererseits erlaubt die 3D-Darstellung eine verbesserte 
Möglichkeit, Spotgrenzen in den digitalisierten Gelen überhaupt aufzufinden. Die 
Spotgrenze kann somit als relatives Minimum zweier benachbarter Spots definiert 
werden. Im Vergleich dazu errechnet der 2D-Gel basierte Algorithmus die Spotgrösse aus 
dessen geometrischen Daten, z. B. einer elliptischen Form (Efrat et al. 2002).  
Die hier beschriebene Methode ist besonders hilfreich in Regionen, in denen sich zwei 
Spots überlappen (vgl. Abb. 2-1). In diesen Regionen besteht bei 2D-Gelen oftmals die 
Schwierigkeit, die Spotgrenzen zu detektieren. Dies ist besonders deshalb wichtig, um 
einerseits manuelle Spotdetektion zu minimieren, da jedes manuelle Editieren von Spots 
zu verminderter Reproduzierbarkeit führt (Mahon & Dupree 2001), zum anderen deshalb, 
weil die gegenwärtigen automatischen Spoterkennungsalgorithmen nicht fehlerfrei sind. 
Dies macht manuelles Editieren -trotz aller Einschränkungen- z. Zt. unumgehbar. Der 
hier beschriebene Algorithmus hilft dem menschlichen Auge, die Trennlinie zweier Spots 
einfacher festzulegen. Ausserdem kann der Algorithmus für eine Vielzahl anderer 
Anwendungen eingesetzt werden, so z. B. für eindimensionale Banden aus Agarosegelen 
oder Western-Blots, um Banden und Bandenmaxima einfacher festzulegen.  
3.1.2 Statistische Auswertung von Proteomdaten 
Vergleichende Proteomstudien bedienen sich häufig statistischer Verfahren zum 
quantitativen Vergleich von Proteinexpressionsstärken. Dabei verwenden viele Studien 
die in die Software zur Auswertung digitalisierter zwei-dimensionaler Elektrophorese-
Gelbilder integrierten Algorithmen. Die meisten dieser Programme bieten jedoch nur 
eingeschränkte Möglichkeiten der statistischen Analyse oder dokumentieren nur 
unzureichend die statistischen Grundlagen ihrer Algorithmen. Um Unterschiede zwischen 
verschiedenen Auswertealgorithmen zu finden, verglichen wir in einer systematischen 
Studie folgende Verfahren basierend auf dem t-Test miteinander: (1) t-Test nach Student 
in einem Tabellenkalkulationsprogramm (Gossett 1908), (2) die intrinschen Algorithmen 
der Phoretix 2D Gelanalyse-Software sowie (3) dem SAM-Algorithm, der ursprünglich 
für die Analyse von Microarray-Daten entwickelt wurde (Tusher et al. 2001).  
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Wir verwendeten die Proteomdaten undifferenzierter neuronaler Stammzellen im 
Vergleich zu in vitro differenzierten Stammzellen (Maurer et al. 2004a) und fanden (1) 
367 differenziell exprimierte Proteinspots mit dem t-Test nach Student, (2) 203 
Proteinspots mit dem Phoretix-Algorithmus sowie (3) 119 Proteinspots mit dem SAM-
Algorithmus. Dabei fanden sich 42 Proteinspots in allen drei Gruppen (Abb. 3-1).  
 
Abb. 3-1: Venn-Diagramm des Statistik-Vergleichs. Drei t-Test basierte Verfahren zur Auswertung von 
Proteomdaten wurden verglichen: (i) t-Test nach Student, (ii) in die Bildanalyse-Software Phoretix 
ingetrierte Algorithmen und (iii) Algorithmen der Microarray-Software SAM. Die Überlappung der drei 
Verfahren ist gering (nach Maurer et al. 2004b). 
 
Diese Ergebnisse zeigen, dass verschiedene statistische Algorithmen, die auf denselben 
Datensatz angewendet wurden, zu wesentlichen Unterschieden in dem Ergebnissatz der 
als "signifikant" markierten differenziell exprimierten Proteinspots führen. Eine von uns 
durchgeführte Metaanalyse von Proteomstudien, die Hirngewebe untersuchten, führte zu 
keiner einheitlichen Empfehlung, wie die Auswertung von Proteomexpressionsdaten am 
besten zu handhaben sei. Zumindest sollte in diesem Zusammenhang der verwendete 
statistische Test dokumentiert werden. Die Entwicklung von sogenannter Open-Source-
Software wie zum Beispiel DeltaStat (http://deltastat.org) könnten dazu beitragen, die 
Analyse von zweidimensionalen Gelkarten zu standardisieren und damit zwischen 
verschiedenen Laboratorien vergleichbar zu machen.  
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3.2 Proteomanalyse neuronaler Stammzellen 
3.2.1 Inventarisierung des zellulären Proteoms neuronaler 
Stammzellen 
3.2.1.1 Referenzkarte 
Abb. 3-2 (links) zeigt die zweidimensionale Referenzkarte mit dem charakteristischen 
Proteinmuster für adulte neuronale Stammzellen aus dem Rattenhippokampus. Die 
einzelnen Proteinspots wurden nach Einscannen und Digitialisieren des Gels 
densitometrisch vermessen und mit einem speziellen Bildverbeitungsprogramm 
inventarisiert. Dabei wurde jedem Proteinspot eine individuelle Nummer zugeteilt. 
Proteine in verschiedenen Gelen können somit einander über die Spotnummer zugeordnet 
werden ("Gel-Matching"). Spots aus fünf Einzelgelen wurden zu einem virtuellen 
Referenzgel zusammengefasst. Dabei zeigt sich, dass Einzelgele aus derselben 
Proteinprobe eine hohe technische Reproduzierbarkeit aufwiesen. In den analysierten 
Einzelgelen konnten wir 1141 ± 209 (N=5) Proteinspots festlegen, die den 
Hauptbestandteil des zellulären Proteoms der adulten neuronalen Stammzellen aus dem 
Hippokampus darstellen, in einem Bereich von minimal 967 bis maximal 2066 
Proteinspots in den Einzelgelen. Dadurch war es uns möglich, eine Datenbank zu 
erstellen, die 2472 Einträge von Proteinen enthielt, die in mindestens einem der fünf Gele 
vorhanden waren.  
 
 
Abb. 3-2: Proteomreferenzkarten undifferenzierter (links) und in vitro differenzierter (rechts) neuronaler 
Stammzellen. Im pH-Bereich von 3-10 und einem Massenbereich von 14-140 kDa fanden sich etwa 2500 
einzelne Proteinspots (modifiziert nach Maurer et al. 2003b; Maurer et al. 2004a).  
 
Martin H. Maurer: Proteomanalyse neuronaler Stammzellen 
 21
3.2.1.2 Proteinidentifikation 
Von den 2472 Datenbankeinträgen, die individuelle Proteinspots darstellen, konnten wir 
266 Proteinspots durch Massenspektrometrie und nachfolgenden Datenbankabgleich 
identifizieren. Durch posttranslationale Modifikationen und Proteinisoformen bedingt, 
bilden diese 266 Proteinspots 109 Proteine ab.  
Im online verfügbaren Tabellenanhang zu (Maurer et al. 2003b) sind für die 
identifizierten Proteine die jeweilige Zugangsnummer zur SwissProt-Datenbank 
(http://www.expasy.ch/sprot), die GenBank-Zugangsnummer 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez) und die theoretischen und experimentellen 
isoelektrischen Punkte und Molekulargewichte aufgelistet. Zusätzlich enthält die Tabelle 
das Mascot-Ergebnis als Gütekriterium für die Wahrscheinlichkeit der richtig-positiven 
massenspektroskopischen Identifikation (Perkins et al. 1999). Eine Definition und die 
Interpretation des Mascot-Scores kann unter http://www.matrixscience.com gefunden 
werden. Wir haben nur statistisch signifikante Mascot-Ergebnisse mit einem p-Wert < 
0,05 in die Datenbank aufgenommen, wobei der Proteine mit einem nicht signifikanten 
Mascot-Ergebnis als "nicht identifiziert" markiert wurden. Die Publikation sowie die 
Gesamttabelle kann unter der URL http://www.proteomesci.com/content/1/1/4 erreicht 
werden. 
3.2.1.3 Klassifikation funktioneller Spotfamilien 
Wir konnten die identifizierten Proteine in mehrere funktionelle Kategorien klassifizieren 
(Abb. 3-3). Die meisten der identifizierten Proteine wurden dabei der Gruppe zellulärer 
Metabolismus und Stoffwechselwege zugeordnet, die u. a. Glykolyse, Zitratzyklus, 
Aminosäuremetabolismus und Proteinsynthese umfassen. Die zweitgrösste Gruppe 
beinhaltete Proteine, die für Proteinfaltungsvorgänge verantwortlich zeichneten, die 
molekulare Chaperone, Chaperonine, Hitze-Schock-Proteine und Foldasen umfassen 
(Mogk et al. 2001; Myung et al. 2003). Eine dritte Hauptgruppe beinhaltete Proteine, die 
das Zytoskelet der Zelle bilden bzw. reorganisieren und modifizieren.  
Andere Signalwege umfassten Kalzium-Signalwege, die Regulation des Zellzyklus, das 
Proteasom und Proteine der Proteindegradation, Detoxifikation, Neurotransmitter-
Metabolismus mit einem Schwerpunkt des Glutamat- und Glyzin-Metabolismus sowie 
intrazelluläre Signalkaskaden über Proteinkinasen. Ausserdem liessen sich Proteine 
nachweisen, die die DNA-Transkription und das Prozessieren von RNA beeinflussen. 
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Abb. 3-3: Einteilung der identifizierten Proteine in funktionelle Kategorien (modifiziert nach Maurer et al. 
2003b).  
 
3.2.1.4 Vergleich mit anderen Proteomexpressionsstudien neuronaler Stammzellen 
Nur wenige Proteomstudien haben sich bislang mit der Proteinprofilierung neuronaler 
Stammzellen oder während der Hirnentwicklung beschäftigt. Meistens konzentrierten 
sich diese Studien auf Differenzierungsvorgänge. 
In einer kurzen Mittelung konnten Pearce und Svendsen (Pearce & Svendsen 1999) über 
Veränderungen im Proteinexpressionsmuster menschlicher fetaler Hirnstammzellen 
berichten. Für diese Studie hatten die Autoren die Hirnstammzellen in Gegenwart von 20 
ng/ml Epidermalem Wachstumsfaktor (EGF) und 20 ng/ml Fibroblasten 
Wachstumsfaktor-2 (FGF-2, bFGF) kultiviert und die in vitro Differenzierung durch 
Entzug der Mitogene und Zugabe von 1% Serum für eine Stunde induziert. Die Autoren 
konnten mehrere regulierte Proteine finden, jedoch nur Nestin und das Mikrotubulus-
assoziierte Potein 2c (MAP-2c) identifizieren. Das Differenzierungsprotokoll dieser 
Studie ist dem unserem sehr ähnlich und auch im Hinblick auf die beiden identifizierten 
Proteine konnten wir ähnliche Ergebnisse erzielen. In Ermangelung einer 
Proteomreferenzkarte haben wir diese für neuronale Stammzellen erstellt (Maurer et al. 
2003b).  
In einer anderen Untersuchung verglichen Guo et al. die Proteinexpressionsmuster 
embryonaler Stammzellen der Maus mit Zellen, deren neuronale Differenzierung sie 
durch Zugabe von 500 nM all-trans Retinsäure für vier Tage induziert hatten (Guo et al. 
2001). Die Autoren fanden 24 differenziell exprimierte Proteinspots, von denen sie zwölf 
identifizieren konnten. Mehrere Proteine waren dabei mit neuronalen 
Differenzierungsvorgängen assoziiert oder konnten den Gruppen Zytoskelet und 
Zellzyklus zugeordnet werden. 
Das Kleinhirn der Ratte reift bis zu drei Wochen nach Geburt. Deshalb können sich auch 
postnatal neuronale Stammzellen in diesem Gewebe finden. Taoka et al. (Taoka et al. 
2000) isolierten Proteine des frühen postnatalen Ratten-Zerebellums (bis zu drei Wochen 
alt) und konnten über 3000 Proteinspots detektieren, von denen 42 transient nur während 
der Entwicklungszeit des unreifen Zerebellums exprimiert waren. Die Autoren konnten 
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29 Proteinspots hauptsächlich aus dem Zytoskelet und dem Energiestoffwechsel 
identifizieren.  
Im Vergleich dazu konnten wir in unseren Proteomstudien ein umfassendes 
Proteininventar neuronaler Stammzellen erstellen, das unter anderem eine 
Proteinreferenzkarte fast allen wesentlichen Proteinspots enthält. Im Vergleich zu den 
erwähnten Proteomstudien enthält unsere Datenbank die meisten identifizierten Proteine 
und erlaubt durch die Verfügbarkeit im Internet einen leichteren Vergleich mit eigenen 
Daten. 
3.2.1.5 Vergleich mit anderen Proteomhirnkarten 
Da zu einem gewissen Grad eine Überlappung des Proteinexpressionsmusters neuronaler 
Stammzellen mit dem reifer Neurone besteht, verglichen wir durch 
Spotzuordnungsalgorithmen ("Gel-Matching") die Protein-Zusammensetzung neuronaler 
Stammzellen mit denen von Proteomen gesamter Hirnproteine. 
Gauss et al. (Gauss et al. 1999) kartierten eine Referenzkarte mit 8767 Proteinspots des 
Maushirns, in denen sie 166 (2%) Spots identifizieren konnten, die 90 verschiedene 
Proteine repräsentieren. Tsugita et al. (Tsugita et al. 2000) konnten 1188 Proteinspots im 
Maushirn detektieren, von denen sie 122 (10%) identifizierten, die 61 verschiedene 
Proteine darstellen. Im Vergleich zu diesen Studien konnten wir 266 von 2472 
Proteinspots identifizieren (11%).  
Zusätzlich konnten wir zeigen, dass systematisches Gel-Matching die Ausbeute 
identifizierbarer Spots zwischen verschiedenen Experimenten erhöht. Dem Gel-Matching 
kommt somit eine wesentliche Rolle für Validierung und Vergleich eigener Ergebnisse 
mit Daten anderer Laboratorien zugute. 
3.2.2 Differenzierung verändert das Proteom neuronaler Stammzellen 
3.2.2.1 Identifikation von Markern für neuronale Stammzellen und in vitro 
differenzierten Zellen 
Neuronale Stammzellen exprimieren als Markerprotein das Intermediärfilament Nestin 
(Lendahl et al. 1990). Zum Nachweis, dass es sich bei den von uns untersuchten Zellen 
um neuronale Stammzellen handelt, haben wir Nestin mit einer Antikörperfärbung 
sichtbar gemacht (Abb. 3-4). Das Differenzierungsprotokoll veränderte die zelluläre 
Morphologie: zelluläre Fortsätze bildeten sich, die Neurosphären adhärierten an der 
Zellkulturschale, einzelne Zellen wanderten aus den Sphären aus und neue Zell-Zell-
Kontakte bildeten sich. Zusätzlich verloren die in vitro differenzierten Zellen die 
Expression von Nestin sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene. Dafür exprimierten 
die in vitro differenzierten Zellen die neuronalen Markerproteine Neurofilament, 
Tubulin-ßIII, Mikrotubulus-assoziiertes Protein 2b sowie das gliale Markerprotein Gliales 
Fibrilläres Saures Protein (GFAP). Dadurch konnten wir zeigen, dass die in vitro 
differenzierten Zellen neuronale und gliale Phänotypen hervorbringen können und 
Veränderungen im Proteom die Differenzierungsprozesse repräsentieren (Abb. 3-5). 
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Abb. 3-4: Neurosphärenkultur. (A) Die neuronalen Stammzellen wachsen im undifferenzierten Zustand als 
Neurosphären. (B) Fast alle Zellen einer Neurosphäre exprimieren den Stammzellmarker Nestin. (C) Unter 
in vitro Differenzierung verlassen Zellen die Sphäre und bilden Fortsätze und Zell-Zell-Kontakte. (D, E) 
Ergebnisse der mRNA-Expression durch Reverse Transkription und Polymerase-Kettenreaktion für (D) 
Nestin als Stammzellmarker, (E) Neurofilament als neuronalen Marker (nach Maurer et al. 2004a). 
Maßstab 10 µm. 
 
3.2.2.2 Proteomvergleich zwischen undifferenzierten und in vitro differenzierten 
neuronalen Stammzellen 
Wir konnten durchschnittlich 1141 ± 209 Proteinspots auf fünf Gelen der 
undifferenzierten Stammzellen detektieren, wobei sich der Bereich von 967 bis 1497 
Proteinspots erstreckte. In der Gruppe der in vitro differenzierten Zellen konnten wir in 
sechs Gelen durchschnittlich 843 ± 240 Proteinspots detektieren, wobei sich der Bereich 
von 535 bis 1238 Proteinspots erstreckte. Insgesamt konnten wir 2472 individuelle 
Proteinspots in allen Gelen markieren, wovon 775 nur in der Gruppe der 
undifferenzierten Zellen erschienen (vgl. Abb. 3-2). Von diesen konnten wir 44 (6%) 
durch Massenspektrometrie und Datenbanksuche identifizieren. In der Gruppe der in 
vitro differenzierten Zellen traten 406 Proteine ausschliesslich auf, von denen wir keines 
identifizieren konnten, da die meisten der Proteinspots, die exklusiv in einer der beiden 
Gruppen auftraten, oftmals nur ein sehr geringes Spotvolumen zeigten, so dass eine 
Identifikation nicht möglich war. 
Zwischen den beiden Gruppen fanden sich jedoch 367 differentiell exprimierte 
Proteinspots (t-Test, P < 0,05). Von diesen konnten wir 128 (35%) identifizieren. Die 
Expressionsstärken lagen zwischen 32.3fach niedrigerer bis zu 21.5fach höherer 
Expression in den differenzierten Zellen.  
Der Befund, dass sich eine sehr grosse Zahl von Proteinspots ausschliesslich in einer der 
beiden Experimentgruppen findet, deutet darauf hin, dass das zelluläre Proteom während 
der Differenzierungsprozesse grosse Veränderungen durchläuft, so dass sehr viele 
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Proteinisoformen verloren gehen oder neu gebildet werden. Dies deutet auf deren 
funktionelle Bedeutung für spezifische Zellfunktionen hin, die bislang noch nicht 
beschrieben sind.  
Wir konnten die identifizierten Proteine in funktionelle Gruppen einteilen, die 
Transkription und DNA-Metabolismus, Signaltransduktionswege wie z. B. Ca2+ und 
Mitogen-aktivierte Proteinkinase- (MAPK) Signalwege, zytoskeletales Rearrangement, 
Regulation des Zellzyklus, Proliferation und Zellüberleben, Proteinbiosynthese, -faltung 
und -degradation sowie Glyzin- und Glutamat-Signalwege. 
3.2.2.3 Funktionelle Gruppen der identifizierten differentiell exprimierten Proteinspots  
Mehr als die Hälfte aller identifizierten Proteine können metabolischen Signalwegen 
zugeordnet werden. Dabei spielten Glykolyse, Zitratzyklus, Aminosäuremetabolismus 
und Proteinsynthese die grösste Rolle, so dass geschlossen werden kann, dass sich der 
zelluläre Metabolismus den neuen Bedingungen unter Differenzierung anpasst. Eine 
grosse Gruppe identifizierter Proteine (15% aller differenziell exprimierter Proteinspots) 
gehört zu Chaperonen, Chaperoninen, Foldasen und Hitze-Schock-Proteinen, die alle 
Faltungshilfen fungieren können. Interessanterweise sind fast alle dieser Proteine mit dem 
Endoplasmatischen Retikulum assoziiert, was die Bedeutung dieser Organelle für 
Proteinsynthese, Reifung und Verpackung sowie Export hervorhebt. Eine andere grosse 
Gruppe umfasst Proteine, die das Zytoskelet bilden und modifizieren. Diese Gruppe 
umfasst nicht nur Komponenten des Aktin- und Tubulin-Zytoskelets, sondern auch 
Proteine wie Fascin-1, die das Zytoskelet modifizieren und rearrangieren. Diese 
Vorgänge spiegeln die morphologischen Veränderungen wider, die mit der 
Differenzierung zu Neuronen und Gliazellen einhergehen. Die besondere Bedeutung des 
Zytoskelets für Differenzierungsvorgänge zeigt unter anderem die Tatsache, dass fast alle 
immunchemischen Marker der Hirnstammzellforschung zu Neurofilamenten oder 
anderen zytoskeletalen Proteinen gehören (Moyer et al. 1997).  
 
 
Abb. 3-5: Veränderungen der neuronalen Stammzellen unter in vitro Differenzierung. Die Zellen 
exprimieren sowohl neuronale Marker wie das Mikrotubulus-assoziierte Protein 2b (ganz links) als auch 
astrozytäre Marker wie das Gliale Fibrilläre Saure Protein GFAP (Mitte rechts). Zudem verändert sich die 
Morphologie der Zellen, die sich als neuronale (Mitte links) und astrozytäre Phänotypen (ganz rechts) 
darstellen (Maurer et al., unveröffentlichte Daten). 
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Wir konnten ausserdem fünf Isoformen der Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 
(GAPDH) identifizieren, die differentiell exprimiert waren sowie drei weitere, die 
ausschliesslich in der undifferenzierten Gruppe auftraten (Abb. 3-6). Mehrere Studien der 
letzten Jahre zeigten, dass es sich bei der GAPDH um ein multifunktionelles Protein 
handelt, das nicht nur für die Glykolyse eine wichtige Rolle spielt, sondern auch für 
Membranfusion, Mikrotubulusbündelung, Phosphotransferaseaktivität, nukleärer RNA-
Export, DNA-Replikation und -Reparatur sowie Apoptose (Sirover 1999).  
 
 
Abb. 3-6: Isoformen der Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) in zweidimensionalen 
Gelen undifferenzierter neuronaler Stammzellen (gelbe Kästchen). Eine rote Markierung zeigt die 
Idnetifikation durch Massenspektrometrie (modifiziert nach Maurer et al. 2003b).  
 
Wir konnten ausserdem Proteine identifizieren, die für neuronale 
Differenzierzungsvorgänge charakteristisch sind wie zum Beispiel das Neuronal 
Differentiation-Related Protein (NDRP), das in den undifferenzierten Zellen 1,56fach 
stärker exprimiert war (P < 0,0016). Dieses Protein steht in Zusammenhang mit 
Entwicklung und Regeneration sensorischer Neurone und wurde in der embryonalen 
Retina, im Riechepithel sowie in perinatalen Hinterwurzelganglien gefunden. NDRP 
spielt ausserdem eine Rolle für die Neuroregeneration, da es durch Axotomie in 
Motoneuronen induzierbar ist. Strukturell weist NDRP sechs WD (Trypotophan-
Aspartat)-Motive auf, die mit Proteinen der Signaltransduktion, RNA-Prozessierung, 
Regulation der Geneexpression, Vesikeltransport und Zellzyklus in Verbindung gebracht 
wurden. Unsere Befunde der Proteomanalyse und Immunzytochemie deuten darauf hin, 
dass vermehrt hippokampale Neurone aus den Vorläuferzellen gebildet werden. 
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3.3 Identifikation des Wnt-Signalweges in adulten neuronalen 
Stammzellen 
3.3.1 Bedeutung des Wnt-Signalwegs für die Zellentwicklung 
In der Embryonalphase stellt der Wnt-Signalweg2 einen wichtigen 
Koordinationsmechanismus im Hinblick auf Zellwachstum und Zellgrössenregulation dar 
(Chenn 2002). Weitere Funktionen sind die Regulation der Zellorientierung im Raum, 
mit der die Richtungen basal-apikal, dorsal-ventral, rostral-caudal etc. festgelegt werden. 
Der Wirkmechanismus des Wnt-Signalweges beruht auf Bindung der Wnt-
Signalmoleküle, von denen über 20 einzelne Familienmitglieder bekannt sind, an den 
Frizzled-Rezeptor, einen spezifischen Rezeptor der Zelloberfläche, oder einen der 
Korezeptoren LRP5 und LRP6. Aktivierung des Signalweges durch Rezeptorbindung 
wird als kanonischer Wnt-Signalweg bezeichnet, Aktivierung durch andere 
Signalkaskaden als nicht-kanonischer Signalweg (Cadigan & Nusse 1997; Wodarz & 
Nusse 1998; Gerhart 1999; Nusse 1999; Huelsken & Birchmeier 2001; Wang & 
Wynshaw-Boris 2004).  
Die intrazelluläre Signaltransduktion (Abb. 3-7) erfolgt über den Protein-Komplex des 
Dishevelled-Proteins zu einem anderen Multienzymkomplex bestehend aus Axin, dem 
Adenomatösen-Polyposis-coli-Protein APC und der Glykogen-Synthase-Kinase-3ß 
(GSK3ß). Ohne Bindung eines Wnt-Liganden phosphoryliert die GSK3ß fortlaufend das 
zytoplasmatische Protein ß-Catenin (Woodgett 2001). Dieses wird daraufhin ubiquitiniert 
und im Proteasom abgebaut. Durch Bindung eines Wnt-Liganden kommt es zu einer 
Inhibition der Phosphorylierung des ß-Catenins durch die GSK3ß, so dass ß-Catenin nun 
in den Zellkern transloziert und dort durch Bindung an Transkriptionsfaktoren wie z. B. 
dem T-Zell-Faktor TCF die Transkription bestimmter Zielgene reguliert (Tolwinski & 
Wieschaus 2004), zu denen u. a. die Onkogene c-myc, Tcf-1 und c-jun gehören, aber 
auch z. B. der Vaskuläre Endotheliale Wachstumsfaktor VEGF. Eine Liste dieser 
Zielgene kann unter http://www.stanford.edu/~rnusse/wntwindow.html gefunden werden. 
                                                 
2 Die Abkürzung Wnt stammt etymologisch gesehen von Wingless nuclear transcriptional regulation. 
Wingless ist eine Drosophila-Mutante, bei der es zu Veränderungen des Körperschemas (u. a. 
Flügellosigkeit) durch Mutationen von Wnt-Signalmolekülen kommt. 
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Abb. 3-7: Schematische Darstellung des kanonischen Wnt-Signalwegs. Links: Ohne Bindung von Wnt-
Liganden wird das Zielmolekül ß-Catenin im Proteasom degradiert. Rechts: Bei Bindung von Wnt-
Signalmolekülen an den Frizzled-Rezeptor wird die Signalkaskade aktiviert, ß-Catenin wird stabilisiert und 
transloziert in den Zellkern, um dort die Gentranskription zu regulieren (modifiziert nach Sokol 1999). 
 
3.3.2 Wirkung des Wnt-Signalweges auf Stammzellen 
Untersuchungen in menschlichen und murinen embryonalen Stammzellen zeigten eine 
endogene Aktivierung des Wnt-Signalweges in undifferenzierten Stammzellen (Sato et 
al. 2004), die die Kapazität zur Selbsterneuerung aufrecht erhält, indem dieser Signalweg 
die Expression der Transkriptionsfaktoren Oct-3/4, Rex-1 und Nanog unterdrückt, die die 
undifferenzierte Zelle auf eine Differenzierungsschiene festlegen können. Andere Studien 
zeigten, dass die neuronale Differenzierung muriner embryonaler Stammzellen durch 
Aktivierung des Wnt-Signalweges unterdrückt werden konnte (Aubert et al. 2002; 
Haegele et al. 2003), vermutlich über Aktivierung des BMP-Signalweges. 
In Bezug auf menschliche adulte hämatopoietische Stammzellen konnte der Wnt-
Signalweg ebenfalls als ein Hauptregulator für die Aufrechterhaltung der 
Selbsterneuerung der Stammzellen identifiziert werden (Reya et al. 2003; Willert et al. 
2003). Im Gegensatz dazu kommt es in späteren Entwicklungsstadien zu einer verstärkten 
neuronalen Differenzierung muriner neuronaler Vorläuferzellen aus dem Kortex 
(Hirabayashi et al. 2004). Vermutlich spielt hierbei das unterschiedliche Ansprechen 
verschiedener Subpopulationen neuronaler Stammzellen auf eine unterschiedliche 
Kombination von Wnt-Signalmolekülen eine Rolle (Katoh 2002; Sieber-Blum 2003; 
Zechner et al. 2003). 
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3.3.3 Identifikation von Komponenten des Wnt-Signalweges in 
differenzierenden adulten neuronalen Stammzellen durch 
Proteomanalyse 
Durch den Vergleich der zellulären Proteome undifferenzierter und in vitro 
differenzierter adulter neuronaler Stammzellen konnten wir mehrere differentiell 
exprimierte Proteine der Wnt-Signalkaskade identifizieren (Abb. 3-8). 
 
 
Abb. 3-8: Identifikation des Wnt-Signalweges in adulten neuronalen Stammzellen. Oben: Position der 
identifizierten Komponenten des Wnt-Signalwegs in der zweidimensionalen Gelelektrophorese. Die 
Spotnummer entspricht den Zahlen der ersten Spalte der Tabelle (unten) (modifiziert nach Maurer et al. 
2003a).  
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Um die Bedeutung des Wnt-Signalweges in den von uns untersuchten Zellen 
darzustellen, haben wir ß-Catenin in neuronalen Stammzellen durch 
immunzytochemische Methoden angefärbt und im quantitativen Western Blot bestimmt. 
Zugleich haben wir den Wnt-Signalweg duch Genistein, einen Tyrosin-Kinase-Inhibitor, 
gehemmt (Fotsis et al. 1993; Jonsson et al. 1998). Durch Inhibition des Wnt-Signalweges 
durch Genistein zeigt sich eine verminderte zytoplasmatische Konzentration von ß-
Catenin. In der Quantifizierung im Western Blot fanden wir eine 50%ige Reduktion der 
ß-Catenin-Expression (Abb. 3-9).  
 
Abb. 3-9: ß-Catenin in adulten neuronalen Stammzellen. Links: Immunzytochemische Darstellung des ß-
Catenin. Links oben: Unter Kontrollbedingungen findet sich eine zytoplasmatische Lokalisation. Links 
unten: Durch Inhibition des Wnt-Signalweges zeigt sich eine verminderte zytoplasmatische Konzentration 
von ß-Catenin. Rechts: Quantitativer Western Blot für ß-Catenin. Rechts unten: Darstellung der 
angefärbten Membran. (A) undifferenzierte Zellen ohne Genistein, (B) undifferenzierte Zellen mit 
Genistein, (C) Negativkontrolle ohne Zellen, (D) differenzierte Zellen ohne Genistein, (E) differenzierte 
Zellen mit Genistein. Rechts oben: Ergebnisse der quantitativen Densitometrie der Blotmembran. Es zeigt 
sich etwa eine 50%ige Verminderung der ß-Catenin-Expression (modifiziert nach Maurer et al. 2003a).
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Der Wnt-Signalweg wurde bisher nicht in adulten neuronalen Stammzellen beschrieben. 
Durch unsere Identifizierung der Aktivierung dieses Signalweges während der in vitro 
Differenzierung adulter neuronaler Stammzellen konnten wir zeigen, dass dem Wnt-
Signalweg auch in adulten neuronalen Stammzellen eine grosse Bedeutung im Hinblick 
auf Proliferations- und Differenzierungsverhalten zukommt. Der Wnt-Signalweg scheint 
auch in adulten neuronalen Stammzellen eine wesentliche Rolle für die Differenzierung 
neuronaler Stammzellen in Nervenzellen und Gliazellen zu spielen, indem der 
Mechanismus der Selbsterneuerung und Proliferation neuronaler Stammzellen 
unterbrochen wird.  
Wir konnten zeigen, dass der Wnt-Signalweg pharmakologisch durch den Kinase-
Inhibitor Genistein inhibiert werden kann und dass diese pharmakologische 
Beeinflussung des Signalwegs für physiologische Geweberegeneration und 
therapeutischen Gewebeersatz eine Rolle spielen könnte (Maurer et al. 2003a). 
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4 Zusammenfassung 
In bestimmten Regionen des Gehirns von Säugetieren und somit auch des Menschen 
entstehen zeitlebens neue Zellen, die sich zu Nervenzellen und Gliazellen entwickeln. Die 
neu entstandenen Zellen scheinen sich entsprechend ihrer physiologischen Funktion in 
das Gewebe zu integrieren und elektrisch aktiv zu sein. Die Ursprungszellen werden als 
neuronale Stammzellen bezeichnet; sie können ihre Stammzelleigenschaften über die 
gesamte Lebensspanne des Organismus beibehalten. Zu diesen Eigenschaften gehören 
Teilungsfähigkeit, Selbsterneuerung und die Fähigkeit, sich zu Gehirnzellen zu 
differenzieren. Die Signalwege, die zur Aufrechterhaltung der Stammzelleigenschaften 
aktiviert werden, sind bislang unbekannt.  
Zur Untersuchung dieser Eigenschaften und Signalwege wurden in den letzten Jahren 
Hochdurchsatzmethoden entwickelt, mit denen die Zusammensetzung der Zellen auf 
DNA-, RNA- oder Proteinebene bestimmt werden kann. In diesem Zusammenhang wird 
die Gesamtheit der Proteine einer Zelle, eines Organs oder des gesamten Organismus als 
Proteom bezeichnet. Die Proteomanalyse als Technik zur Untersuchung des Proteoms 
bietet die Möglichkeit, sehr viele Proteine gleichzeitig zu erfassen und deren 
Expressionsverhalten zu beschreiben. Dadurch wird es möglich, durch den Nachweis von 
Veränderungen in Zusammensetzung und Menge der einzelnen Proteine biologische 
Vorgänge auf Proteinebene abzubilden.  
Als eines der gängigsten Verfahren der Proteomanalyse hat sich die zweidimensionale 
Gelelektrophorese in Kombination mit der Massenspektrometrie etabliert. Hierbei wird 
ein Proteingemisch in der ersten Dimension isoelektrisch fokussiert und in der zweiten 
Dimension nach dem Molekulargewicht getrennt. Nach Anfärbung der Proteinspots 
werden die Daten durch statistische Verfahren verglichen. Mit Hilfe von 
Massenspektrometrie und Datenbankabgleich können die Proteine identifiziert werden. 
Wir haben die Proteomanalyse basierend auf der zweidimensionalen Gelelektrophorese in 
Kombination mit der Massenspektrometrie dazu eingesetzt, zum einen das Proteom 
neuronaler Stammzellen zu erfassen (Proteomprofilierung) und zum anderen die 
Veränderungen des Proteoms unter Differenzierungsvorgängen zu untersuchen 
(funktionelle Proteomanalyse). Dazu haben wir neuronale Stammzellen aus drei 
Regionen des Gehirns ausgewachsener Ratten isoliert, in denen spontane Neurogenese 
beschrieben wurde, nämlich dem Hippokampus, der Subventrikulärzone -einer 
Wachstumszone entlang der Seitenventrikel- und dem Bulbus olfaktorius. Die 
Stammzellen haben wir über sechs Wochen in Kultur vermehrt und Proteinlysate 
angefertigt. Um das Proteom der in vitro differenzierten Zellen mit demjenigen 
undifferenzierter Zellen vergleichen zu können, haben wir ein Protokoll zur in vitro 
Differenzierung der neuronalen Stammzellen entwickelt. 
Im Rahmen der Proteinprofilierung konnten wir in undifferenzierten neuronalen 
Stammzellen etwa 2500 Proteinspots anfärben. Nicht jeder dieser Spots entspricht einem 
einzelnen Protein; durch das Vorhandensein von Proteinisoformen und 
posttranslationalen Modifikationen ist die Zahl der Proteine geringer. Im Rahmen der 
funktionellen Proteomanalyse haben wir die Veränderungen der 
Proteinzusammensetzung der Stammzellen während der Differenzierungsvorgänge der 
Stammzellen gemessen. Die Stammzellen durchlaufen hierbei eine Reihe tiefgreifender 
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morphologischer und funktioneller Veränderungen, die sich auch in der Veränderung der 
Proteinzusammensetzung widerspiegeln. Wir fanden nach Differenzierung mehr als 350 
Proteinspots mit veränderter Proteinkonzentration, die wir zahlreichen regulierten Signal- 
und Stoffwechselwegen zuordnen konnten. Die grössten Veränderungen waren im 
Zytoskelet und dem zellulären Stoffwechsel nachzuweisen, aber auch in 
transkriptionsregulierenden Proteinen und Protein-Faltungshilfen, den sogenannten 
molekularen Chaperonen.  
Aufgrund der Proteomanalysen erhielten wir Hinweise, dass der Wnt-Signalweg ein 
Signalweg ist, der die Eigenschaften neuronaler Stammzellen aufrechterhält. Der Wnt-
Signalweg wurde bisher in anderen Zellen als einer der verantwortlichen Signalwege bei 
der Regulation von Zellwachstum und -größe, der Zellorientierung im Raum und der 
Transkriptionskontrolle beschrieben. Durch ergänzende biochemische Verfahren wie z. 
B. Western Blot, Immunzytochemie und Polymerase-Kettenreaktion und Gabe des 
Inhibitors Genistein konnten wir nachweisen, dass die Aktivierung dieses Signalwegs 
wesentlich für die Differenzierung neuronaler Stammzellen in Nervenzellen und 
Gliazellen ist und gleichzeitig die Selbsterneuerung und Teilungsfähigkeit neuronaler 
Stammzellen unterbrechen kann.  
Zusammenfassend konnten wir mit Hilfe der zweidimensionalen Gel-Elektrophorese in 
Kombination mit der Massenspektrometrie durch Proteomprofilierung ein Proteininventar 
von etwa 2500 Proteinen adulter neuronaler Stammzellen erstellen, die aus den 
neurogenen Zonen des Rattenhirns isoliert wurden, nämlich aus Hippokampus, 
Subventrikulärzone und Bulbus olfaktorius. Die so entstandene Proteomdatenbank haben 
wir über das Internet zugänglich gemacht und damit den Grundstein für weitere 
Vergleiche des Proteoms neuronaler Stammzellen mit dem anderer (Stamm-) Zelltypen 
eröffnet. Gleichzeitig konnten wir statistische und grafische Werkzeuge bereitstellen, die 
zu einer weiteren Standardisierung der Proteomanalyse beitragen.  
Zusätzlich zur Proteomprofilierung konnten wir im Rahmen der funktionellen 
Proteomanalyse die globalen Veränderungen auf Proteinebene erfassen, die bei 
Differenzerungsvorgängen adulter neuronaler Stammzellen in vitro auftreten. Dabei 
fanden wir Hinweise auf zahlreiche Stoffwechselwege, die aktiviert oder supprimiert 
werden. Im Einzelfall wurden diese mit Hilfe der Proteomanalyse gefundenen 
Veränderungen durch Anwendung zusätzlicher Methoden wie Western Blots abgesichert. 
Als besonderes Beispiel für einen Signalweg, der für die Aufrechterhaltung von 
Stammzell-Eigenschaften im Hinblick auf ihre Überlebens- und Proliferationsfähigkeit 
eine Rolle spielt, konnten wir den Wnt-Signalweg erstmals auch in adulten neuronalen 
Stammzellen charakterisieren. Wir schliessen aus diesen Befunden, dass der Wnt-
Signalweg eine biologische Bedeutung als Schlüssel-Regulator der adulten Neurogenese 
hat. 
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